肺癌是全球最常见的恶性肿瘤之一，也是当前我国乃至全球肿瘤死亡的主要原因，肺癌的发病率和死亡率位居癌症首位。肺癌的预后与肿瘤分期密切相关，早期肺癌的5年生存率比晚期肺癌的5年生存率明显提高^\[[@b1]-[@b3]\]^。因此，如何早期发现、早期诊断、早期治疗是改善肺癌患者预后的关键。

支气管镜检查和痰细胞学检查是目前临床上发现早期中央型肺癌（central type early lung cancer, CELC）的主要方法，痰细胞学检查阳性率很低，支气管镜检查也仅在一定程度上增加CELC的发现率^\[[@b4]\]^，但多数的CELC仅显示轻微的支气管粘膜的改变，使用普通光源支气管镜检查（white light bronchoscopy, WLB），即使有经验的医生也很难发现侵袭前损害，而自荧光气管镜在一定程度上得到了改进，弥补了不足^\[[@b5]\]^。因此，我们迫切的需要寻找新的检查手段来早期发现、早期定位及诊断肺癌，从而改善患者预后，降低肺癌的死亡率。

自荧光气管镜检查是利用细胞自发性荧光和电脑图像分析技术开发的一种新型支气管镜，可使气管镜对肺癌及其癌前病变早期定位诊断的灵敏度提高，是对传统WLB的技术突破。目前AFB检查也存在一定的局限性，如特异度不强，在支气管粘膜炎症、炎性肉芽肿、瘢痕组织、粘膜损伤等情况下，局部也会表现为红色荧光，极易与癌前病变、原位癌、浸润癌相混淆。且目前仅凭色彩改变而定性进行结果判断的诊断方法存在较大的局限性，色彩信息的复杂性仅凭肉眼观察定性诊断不利于实践操作中的精准判断。

因此，我们希望通过对色彩的分析，将色彩信息量化，得到更直观的数字信息来更准确的指导临床工作，通过对肺癌发展过程中不同组织病理阶段荧光强度的量化，使其在肺癌的早期诊断、评估局部癌变的程度中发挥更大的价值。

1. 资料与方法 {#s1}
=============

1.1. 临床资料和方法 {#s1-1}
-------------------

回顾性地分析了上海市胸科医院2012年4月-2014年1月住院及门诊患者使用自荧光图像（autofluorescence image, AFI）系统的荧光支气管镜及白光支气管镜进行检查的图像信息，用量化的方法对AFB在肺癌诊断及鉴别诊断中的应用价值进行初步探索及研究。

1.2. 入组病例基本情况 {#s1-2}
---------------------

共入组有效病例218例，均进行WLB和AFB检查。其中男性186例，女性32例，平均年龄59.9岁（22岁-84岁）。所有患者均在上海市胸科医院气管镜室进行检查。检查前所有患者均被告知气管镜检查风险并签署知情同意书。

1.3. 入选标准 {#s1-3}
-------------

新近出现的或原有症状性质发生改变，如咳嗽、咳痰、咯血、声嘶、体重减轻等，临床怀疑肺癌，痰细胞学检查发现异常，影像学检查提示肺部占位、肺不张或片状阴影等怀疑中央型肺癌患者。

1.4. 排除标准 {#s1-4}
-------------

有气管镜检查病史且已行活检、刷检，有气管镜检查禁忌证（活动性大咯血、不稳定心绞痛、麻醉药过敏等），6个月内进行过细胞毒药物化疗，3个月内服用致光敏药物。

1.5. 气管镜操作方法 {#s1-5}
-------------------

### 1.5.1. 术前准备和麻醉 {#s1-5-1}

术前禁食、水4 h以上，和患者及家属沟通，让其做好心理准备，以便能更好的配合检查。局部麻醉：检查前采用2%利多卡因经口滴注，加用7%利多卡因进行喉部深部喷雾3喷-5喷，检查过程中经声门、气管、左右总支气管常规予以2%利多卡因喷洒。整个操作过程均予以心电监护，监测血压、心率、血氧饱和度，并鼻导管吸氧。

### 1.5.2. 气管镜检查方法 {#s1-5-2}

经口腔置入BF-F260型自荧光气管镜（日本，奥林巴斯公司），首先在普通白光状态下检查声门、气管、隆突、左右主支气管及各个叶、段、亚段支气管，观察软骨环、粘膜、血管、分泌物和新生物等，并清除气道内分泌物，记录所有可疑的病变情况，包括粘膜充血、水肿、增厚、结节、血管聚拢、颗粒状突起、支气管间嵴增宽等，并采集图像。然后切换至荧光状态，对气道重新检查，对白光状态下的可疑部位进行重点检查，并在距离病灶1 cm-3 cm距离做图像采集等详细记录，全部气道检查完毕后，对每一处可疑部位进行活检、刷检、冲洗等细胞学及病理检查。

### 1.5.3. 气管镜检查结果镜下评判 {#s1-5-3}

普通白光状态下可见病变分为三级^\[[@b6]\]^：WLBⅠ：先天解剖异常、外压性病变、单纯支气管间嵴增宽、粘膜色泽正常、不伴有充血水肿；WLBⅡ：粘膜充血、水肿、增厚、色泽改变、血管聚集或扭曲；WLBⅢ：粘膜颗粒样改变或明显新生物

将WLBⅡ和WLBⅢ归为WLB检查的异常表现。荧光状态下可见病变同样分为三级：AFBⅠ：粘膜绿色；AFBⅡ：粘膜色泽轻度改变，淡粉色或棕色；AFBⅢ：粘膜变成典型的红色或紫红色。

将AFBⅡ和AFBⅢ定义为AFB异常表现。WLB及AFB检查均由两位经验丰富的医师进行检查，两位操作医师在不知晓病理结果的情况下分别对图像进行评级，若评级不相同由主任医师加入后讨论决定评级。

1.6. 荧光图像的分析及处理 {#s1-6}
-------------------------

若荧光图像中病灶覆盖有分泌物，则予以剔除，若病灶中存在少许出血点，则不作为靶区选择，若病灶中出血范围较大则予以剔除。图像采集均由同一套系统采集完成并储存，由同一台电脑内的MATLAB（R2012b版本，MathWorks公司，美国）软件进行处理，测量病灶中央一处及边缘两处16×16像素靶区，并取三处数值的平均值为最终数据，通过软件分析得出YUV值。

YUV色彩空间是一种图像分析的常用方法。其中Y指颜色的明视度，即亮度，其实Y就是图像的灰度值；而U和V分量通常被并称为色度，用于表示图像的色调和饱和度，色调信息主要是反映颜色的类别，它决定了颜色的基本特征；而饱和度反映的是某一种颜色的纯度，通俗来讲就是颜色的深浅程度。YUV颜色空间最大的优点就是，亮度信号（Y）和色度信号（U, V）是相互独立的。

1.7. 病理结果判断 {#s1-7}
-----------------

病理诊断由两位经验丰富的病理科医生担任，在不知晓操作医生分级的情况下对病理作出诊断，若两位医生诊断不同，则由主任医师加入讨论后做出诊断。讨论后得出的结论作为最终结论。

将病理诊断分为浸润性癌（invasive cacinoma）、原位癌（carcinoma *in situ*, CIS），重度不典型增生（severe dysplasia）、中度不典型增生（moderate dysplasia）、轻度不典型增生（mild dysplasia）、增生（hyperplasia）、鳞状上皮化生（squamous metaplasia）、炎症（inflammation）、正常（normal cell）^\[[@b7]\]^。

将病理诊断为重度不典型增生及原位癌定义为高级别上皮内瘤变（high-grade preinvasive, HGD）；增生、鳞状上皮化生、轻、中度不典型增生定义为低级别上皮内瘤变（low-grade preinvasive, LGD）。并将病理诊断为HGD、浸润性癌定义为阳性诊断；正常粘膜、炎症、LGD定义为阴性诊断^\[[@b6]\]^。

1.8. 统计学方法 {#s1-8}
---------------

采用SPSS 11.5软件进行数据处理，计量资料以均数±标准差（Mean±SD）表示，计数资料以百分率表示。组间均数比较采用单因素方差分析及LSD方法检验。以*P*＜0.05为差异有统计学意义。

2. 结果 {#s2}
=======

2.1. 病理检查结果 {#s2-1}
-----------------

所有患者气管镜检查顺利，检查过程中未出现严重并发症。病例标本中特异性感染如真菌感染，结核等，予以剔除后，共获得218例有效病理标本。

218例有效病例中鳞癌72例，腺癌31例，小细胞癌31例，低分化癌及未分型癌16例，急慢性炎症或炎细胞浸润32例，重度不典型增生及原位癌14例，LGD 9例，正常支气管粘膜上皮13例（[表 1](#Table1){ref-type="table"}）。

###### 

气管镜活检病理诊断

Bronchoscopy biopsy diagnosis

  Pathological diagnosis       Number of cases (*n*)   Percentage (%)
  ---------------------------- ----------------------- ----------------
  Squamous cell carcinoma      72                      33.0
  Adenocarcinoma               31                      14.2
  Small cell carcinoma         31                      14.2
  Undifferentiated carcinoma   16                      7.3
  HGD                          14                      6.4
  LGD                          9                       4.1
  Normal                       13                      6.0
  Inflammation                 32                      14.7
  Total                        218                     100

2.2. 病理诊断与荧光图像定量值（YUV系统）之间关系 {#s2-2}
------------------------------------------------

在218例有效病例中，YUV值在各病理组间的均数及标准差（[表 2](#Table2){ref-type="table"}）。

###### 

YUV值

YUV values

  Group             *n*   Y           U            V
  ----------------- ----- ----------- ------------ -----------
  Invasive cancer   150   0.43±0.14   -0.00±0.03   0.15±0.06
  HGD               14    0.45±0.16   -0.02±0.02   0.12±0.06
  LGD               9     0.54±0.18   -0.04±0.02   0.08±0.03
  Inflammation      32    0.53±0.18   -0.04±0.04   0.10±0.08
  Normal            13    0.51±0.20   -0.07±0.03   0.05±0.03

### 2.2.1. Y值与各病理组的相关性 {#s2-2-1}

Y值在浸润性癌、HGD、LGD、炎症、正常支气管粘膜组的均值及标准差分别为0.43±0.14、0.45±0.16、0.54±0.18、0.53±0.18、0.51±0.20（[图 1](#Figure1){ref-type="fig"}）。

![荧光气管镜图像Y值\
Y value in AFB. ^\*^: compare with invasive carcinoma, *P* \< 0.05; ^\*\*^: compare with invasive carcinoma, *P* \< 0.01. HGD: high-grade preinvasive; LGD: low-grade preinvasive; AFB: autofluorescence bronchoscope.](zgfazz-17-11-797-1){#Figure1}

Y值在浸润性癌和LGD组间存在差异（*P*=0.040），Y值在浸润性癌和炎症组也存在差异（*P*＜0.001）。其他的各组间无统计学意义。

结果显示Y值在个别组间差异有统计学意义，但不能明显区分良恶性疾病或癌前病变与浸润癌，可能无明显实际临床意义。

### 2.2.2. U值与各病理组的相关性 {#s2-2-2}

U值在浸润性癌、HGD、LGD、炎症、正常支气管粘膜组的均值及标准差分别为-0.00±0.03、-0.02±0.02、-0.04±0.02、-0.04±0.04、-0.07±0.03。荧光气管镜图像在各组间的U值（[图 2](#Figure2){ref-type="fig"}）。

![荧光气管镜图像U值\
U value in AFB. ^\*^: compare with invasive carcinoma, *P* \< 0.05; ^\*\*^: compare with invasive carcinoma, *P* \< 0.01; △△: compare with HGD, *P* \< 0.01; +: compare with LGD, *P* \< 0.05; \#\#: compare with inflammation, *P* \< 0.01.](zgfazz-17-11-797-2){#Figure2}

U值在浸润性癌和HGD组间存在统计学差异（*P*=0.025），且浸润性癌和LGD组（*P*=0.001）、炎症组（*P*=0.001）及正常支气管粘膜组（*P*＜0.001）均存在明显差异（*P*＜0.010）。

正常支气管粘膜组与HGD组（*P*＜0.001），炎症组（*P*=0.002）存在差异。正常支气管粘膜组与LGD组也差异有统计学意义（*P*=0.020）。

结果显示U值能较好的区分浸润性癌与其他组别，并能较好的区分正常支气管粘膜与其他组别，但在HGD、LGD、炎症组间区别意义不大。

### 2.2.3. V值与各病理组的相关性 {#s2-2-3}

V值在浸润性癌、HGD、LGD、炎症、正常支气管粘膜组的均值及标准差分别为0.15±0.06、0.12±0.06、0.08±0.03、0.10±0.08、0.05±0.03。荧光气管镜图像在各病理组间的V值（如[图 3](#Figure3){ref-type="fig"})。

![荧光气管镜图像V值\
V value in AFB. ^\*\*^: compare with invasive carcinoma, *P* \< 0.01; △△: compare with HGD, *P* \< 0.01; \#\#: compare with inflammation, *P* \< 0.01.](zgfazz-17-11-797-3){#Figure3}

V值在浸润性癌和LGD组（*P*=0.003）、炎症组（*P*＜0.001）、正常支气管粘膜组（*P*＜0.001）存在差异。V值在正常支气管粘膜组与HGD组（*P*=0.001）、炎症组（*P*=0.004）间比较也具有差异。

结果显示V值在部分组间存在差异，在疾病的鉴别诊断中有一定意义。

2.3. U值ROC曲线 {#s2-3}
---------------

U值能较好的鉴别癌前病变及浸润性癌，根据研究所得数据作关于鉴别病理诊断为浸润性癌及HGD的ROC曲线，曲线下面积达0.697（[图 4](#Figure4){ref-type="fig"}）。U值取-0.01227作为cut off值，则诊断灵敏度达65.3%，特异度达58.1%。因此，可用该指标作为评价标准应用于临床荧光气管镜操作中以鉴别癌前病变与浸润性癌。

![U值ROC曲线（鉴别HGD和浸润性癌）\
ROC curve of U value for detection of HGD and invasive cancer](zgfazz-17-11-797-4){#Figure4}

3. 讨论 {#s3}
=======

肺癌已成为导致癌症病例死亡的最常见恶性肿瘤之一，由于吸烟、空气污染等多方面因素，其死亡率仍逐年上升，且易发生脑转移^\[[@b8]\]^。对肺癌早期诊断、早期治疗将有效降低死亡率。肺癌的早期诊断方法主要有细胞病理学、影像学、纤维支气管镜等技术。在早期肺癌中央型和外周型两大类中，胸部螺旋CT对于外周性病灶的灵敏度较高^\[[@b9],\ [@b10]\]^。而常规白光气管镜对早期中央型肺癌诊断有一定帮助，但之后出现的自荧光气管镜能更好的发现早期支气管肺癌^\[[@b11]-[@b15]\]^。

目前国外多数研究报道AFB单用或联合WLB使用，在检测癌前病变和癌变组织方面的灵敏度均比单用WLB高^\[[@b14]\]^。Mssaki Hanibuchi等^\[[@b15]\]^研究报道了AFB（SAFE-1000系统）在检测癌前病变和癌变组织中的价值，WLB+AFB联合应用的灵敏度为96.8%，明显高于单纯WLB的灵敏度65%。另外，Ikeda等^\[[@b16]\]^研究报道显示，在发现不典型增生病变及原位癌方面，WLB的灵敏度为65%，而AFB（SAFE-3000系统）的灵敏度达90%。稍后出现的AFI系统，在日本、加拿大、美国及欧洲国家等都曾有相关研究；多中心和随机对照研究已经证实了AFB联合WLB发现中重度不典型增生和原位癌的优势。WLB联用AFB后，相对WLB检查，中度至重度不典型增生和原位癌的诊断灵敏度可提高1.4倍、3.7倍、4.3倍、5.8倍、6.3倍不等^\[[@b17]-[@b20]\]^。但某些因素如：气管镜检查过程中对气道壁的摩擦损伤、气道粘膜炎症、口服抗凝药物、3个月内服用致光敏药物、6个月内进行过细胞毒药物化疗等可使荧光支气管镜下出现假阳性结果^\[[@b9]\]^。此外，由于AFB检测不仅在癌灶中呈阳性改变，在炎症等良性病变中也呈阳性表现，因此特异度较差，因此在一定程度上降低了其在气道病变的临床应用价值。

本研究探索性的将自荧光气管镜图像运用于色彩空间中进行分析研究，使图像信息量化，更利于临床实际操作。在色彩定量分析系统中RGB色彩空间是目前运用最广的颜色系统之一，即是代表红、绿、蓝三个通道的颜色，这个标准几乎包括了人类视力所能感知的所有颜色。然而，在处理现实世界的图像时RGB并非很有效，而且处理RGB色彩空间的图像也利用了较多的运算空间，转化速度较慢。由于上述和其他一些原因，许多广播、电视系统、成像标准使用亮度和色差视频信号，即YUV色彩空间。可以说在计算机图像处理领域，YUV色彩空间同样占据着重要地位^\[[@b21]\]^。因此，本研究利用自荧光气管镜图像在YVU系统中的不同表现进行统计分析研究。

在本研究中，我们利用自荧光气管镜图像YUV色彩空间定量值进行处理，测量病变区域的YUV值，由于自荧光气管镜图像的色彩在各病理诊断组间存在差异，统计结果显示U值在浸润性癌和HGD、LGD、正常支气管粘膜、炎症组存在差异，U值在正常组别中最低，而在浸润性癌组别中最高。其量化的指标能更客观准确的指导临床镜检。利用客观定量YUV值判断靶区病变性质，有利于患者疾病的诊断及医师临床气管镜的操作，避免了主观因素的干扰。U值在荧光图像中能较好的鉴别良恶性疾病。在浸润性癌与HGD对比中取-0.012, 27为cut off值，则灵敏度达65.3%，特异度达58.1%，曲线下面积达0.697。因此，若将该cut off值作为评判良恶疾病的指标，将有效提高自荧光气管镜诊断的阳性率，指导临床操作，避免其他因素影响。

AFB的缺点在于其特异度较低，易受气道炎症、充血、出血、支气管粘膜损伤等因素的影响，假阳性率较高。而本研究通过各种病理类型疾病荧光图像的色度差异，利用荧光图像定量方法有效区分炎症等良性疾病与恶性疾病，可进一步提高肺癌特别是早期肺癌的诊断率，提高诊断的特异度，提高患者5年生存率。随着AFB荧光图像定量方法的推广及科学技术的发展，将对肺癌发展过程中不同组织病理阶段荧光强度进行量化，使AFB在肺癌的早期诊断、明确病变范围、评估局部癌变程度的过程中发挥更大的作用。

相信通过对AFB激发光源、图像处理的深入研究及对成像系统的进一步改善，AFB将在探查和诊断肺部疾病方面具有更重要的应用价值及临床意义。
